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Summary 
Plant height is one 01' the important characters 1'or determining the agronomic performances on 
crops， including rice. A phytohormone， gibberellic acids (GAs) work as most effectiv巴growthregulator 
to involve in the plant height， through enhancing cel division and巴longation.The int巴rm巴diatesand the 
metabolic pathways 01' GAs have b巴巴nw己1charact巴rized，however the cellular receptor(s) and the details 
01' intracellular signaling pathway(s) have not cleared yet. In this study， toidenti1'y the gen巴sinvolved in 
the GA signaling pathways， w巴search1'or the candidates regulated by GA 1'rom GA3-tr巴at巴drice seed-
lings with subtr註ctionmethod. Firstly， 14 clones are obtained with乱PCR-basedsubtraction， and their ex-
pression patterns ar巴 checkedby using Northern-blotting. Finally， we have confirmed 4 up-regulated 
clones by Northern-blotting， but each clone shows diff，巴rentexpression patt巴rn.One 01' th巴up-r巴gulated
clone， P 10 encoding an S-phase sp巴cificribosomal prot巴inshows 1'astest response tim巴.This result sug-
gests that the cel division cycle is activated within 2 hours after GA3-tre昌tedrice seedlings 
E正記ywords: gibberellic acid， gene expression， signaling pathway， cel division cycle 
緒雷
ジベレリンは， 1926年にイネ馬鹿苗病菌 (Gibberellafujikuroi)が生産する植物毒素とし
沢により発見され，薮田1)により命名された物質で，その後の研究により植物ホルモンとして
高等植物に広く分布することが明らかになった。また 基本骨格として entジベレラン構造
を持つジベレリン類には化学構造が類似した多数の同族体が存在し，現在までに100を越える
ジベレリン分子が単離・同定されている九このようなジベレリン分子の生合成経路に関する
研究は，最初のジベレリン分子 (GAJの単離以来3)精力的に進められてきており，主要ない
くつかの生合成経路の末端において活性型のジベレ 1)ン分子が生成されると考えられている九
ジベレリン類は，種子発芽誘導，器官の成長促進，花芽形成などの多岐にわたる成長・分化
過程の調節に関与していることが知られており，このような性質を科用することにより，農業
生産の場において，野菜類の生育促進，花芥:類の開花促進，ブドウの単為結果ノ促進などに植物
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成長調節斉IJとして広く応用されている。また最近になって，最も顕著な生理作用として知られ
る強力な節間伸長の促進活性に関連して，“緑の革命"に用いられた半竣性・高~又量のコムギ
ヤイネペブドウ7)等の近代l品種において利用された;街用遺伝子が，ジベレリンの生合成もしく
はジベレリン靖報伝達系に関わる遺伝子の変異体であったことが明らかになり，ジベレリン情
報伝達経路冊究の震要性が再認識されている.このような背景の中で，ジベレリン d措報伝達経
路を解明する手段のーっとして，ジベレ 1)ン感受性に異常をきたした突然変異体の利用が試み
られ，シロイヌナズナ， トウモロコシ，コムギ等においていくつかの関連盟子が同定されてい
るへまた，浮きイネを用いた研究でジベレリン時答性遺伝子のq:lからジベレリン情報伝達経
路に関与する遺伝子が同定された例もあるへしかしながら これまでに行われたジベレリン
情報伝達経路についての研究では，受容体をはじめ，核内での転写の活性にi宣J妾関わる転写因
子までの数多くのステップのうちのほんの令部の分子が明らかにされているにすぎず，更に多
くの関連遺伝子の存在が予想される.そこで，我々はジベレリン処理を行ったイネ芽生えにお
いて発現量が変化する遺伝子を PCR サブトラクションi去を用いて探索し，ジベレリンによ
る細胞伸長制御機構を研究する際の指標となる分子マーカーの確立を試みた.
材料及び方法
し槌物材料
イネ (0，ツzasativaし品種:短銀坊主)の粉殻を除去し， 2.5%次亜塩素酸ナトリウム及び
0.3% Tween20を含む水溶液中で40分間撹枠することにより滅菌を行った.滅菌した種子を 2
ppmのウニコナゾール水溶液中に連続光開下で30'Cにて24時開沈浸した後，滅菌水中で10分
間ずつ 4屈の洗浄を行い，表面のウニコナゾールを除去した.種子を滅菌水の入った新たなプ
ラスチックトレーに移し，連続光照下で300Cにて24時間吸水させた.発芽した種子を 1%寒天
培地上に移し， I司 4条件下で48時間インキュベート L，0.3mM GA3水溶液を均一にスプレー
した.これらを同一条件下で生育させ，ジベレリン処理直前，処理後6，12， 18および24時間
自に地上部の組織をサンプリングし，液体窒素を用いて急速凍結した後に， -80oCにて保存し
た.
2. total RNAの欝整
tota! RNAの抽出は，改良フエノ一jルlレ//SDsi法去1
え19を液f体木窒素中でで、凍結し，乳鉢仁巾iド1で粉砕したf後麦 5n社の抽出バッファー [180mMト1)ス
塩酸(pH8.2)， 90mM塩化リチウム， 4. 5mM EDTA， 1 % SDSJ及び2m]の水飽和フェノー
ルを加え，ポリトロン型ホモジェナイザー(IKALABORTECHNIK社， T25ベーシック)を用
いて最高速で約 1分間撹詳した.さらに 2m!のクロロホルムを加えてよく撹詳し， 40Cで8000
rpmにて10分鶴遠心分離した.この上清を新しい遠心管に移し， 2m!の水飽和フェノールと
2 m!のクロロホルム及び1mlの2M酢酸ナトリウム水溶液 (pH4.0) を加えて撹祥後，遠心
分離した.更に，フェノール・クロロホルム抽出を 4回繰り返してタンパク質を除去した.そ
の後，青に 2mlのクロロホルムを加えてフェノールを除去し， 3m!の8M塩化リチウム水
溶液を加え 40 Cにで一晩静置することでRNAのリチウム塩を形成させた.遠心分離によって
回収された沈殿を500μlの減菊水にi容かした後， 1/10景の 3M酢股ナトリウム水溶液を加え，
遠心分離を行うことにより混入している多糖類を除去した.この上清に1.5倍量のイソプロパ
ノールを加えて遠心分離を行い，間収された RNAを200μiの滅菌水に融解した.
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3. poly欄NRNAの調整
poly-NRNAの調整は， Poly (A) Quik mRNA Isolation kit (STRATAGENE社)を吊いて行っ
た.total RNAは650Cで5分間の熱変性を行った後，氷上にて 1/10.量のサンプルパップアー
[lo.o.mMトリス一塩酸 (pH7.5)，1o.mM EDTA， 5 M塩化ナトリウム]を加え I高塩濃度バッ
ファー [lo.mMト1)ス 塩酸 (pH7.5)， 1 mM EDTA， o..5M塩化ナトリウム]により平衡化
した oligo-dTセルロースカラムに 2度通過させることで吸着させた.引き続きカラムを高塩濃
度バッファーで2回，低塩濃度バッファー [lo.mMトリス一塩酸 (pH7.5)，1 mM ED'L人， 0..1 
M塩化ナトリウム]で3回洗浄し，結合しなかった町ぜAをi徐去した後， 650Cに加熱した溶出
バッファー[lo.mMトリス一塩酸 (pH7.5)， 1 mM EDTA]により m貯.JAを格出した.
4‘ PCR・サブトラクション
PCR-サブトラクションは， PCR-Select cDNA Subtraction kit (CLONTECH社)を用いて行っ
?こ.
4. 1 cDNAの合成
0..2μg/μlのpoly-A+RNAと1μMcDNA合成プライマーを含む反応、液を作成し， 7o.oCで2
分間熱変性した後，氷上で2分間冷却した.各々の反応、チューブ、、に一本鎖合成用バッファー[50.
mMトリスー塩酸 (pH8.5) ， 8 mM塩化マグネシウム， 3o.mM塩化カリウム， 1 mM DTT]， 
1 mM dNTPs及び20.ユニットの AMV逆転写酵素を加えて全量を10.μlとし，撹拝後420Cで90.分
間反応した.これを氷上に移し，二本鎖合成用バッファー [lo.mM塩化カリウム， lOmM硫
酸アンモニウム， 5mM塩化マグネシウム， o..15mMかNAD，2o.mMトリス一塩酸 (pH7.5)， 
o.o.5mg/ml BSA]， o..2mM dNTPs， 6.4ユニットの DNA polymerase， 12ユニットの RNaseH 
及び4.8ユニットの E.coli DNA ligas巴を加え160Cで2時間反応した後，更に12ユニットの T4
DNA polymeraseを加え， 160Cで30.分間反応した.これに EDTA/グリコーゲン溶液[lOmM
EDTA， 0.05mg/mlグリコーゲン]を加えた後，等量のフェノール・クロロホルムを加えて撹
#し，室溢にて14o.o.rpmで10分間の遠心分離を行った.この水層に，クロロホルムを加え撹
枠し，同一条件で遠心分離を行った.水層を間収後， 1/2量の4M酢酸アンモニウム及び
3.751音量の95%エタノールを加え，室温にて14000rpmで20分間の遠心分離を行った.沈殿物
に80.%エタノー ルを加え， 14000rpmで10分間遠心分離を行い， 50.μlの滅菌水に溶解した.得
られた2本鎖cDNAは， 15ユニットのRsa1を用いて各々消化を行った.次に，これら各々
のcDNAの一部を 1/6に希釈したj容液にライゲーションバッファー [5o.mMトリス 堪酸
(pH7.8)， 10mM塩化マグネシウム， 2mM DTT， o..05mg/ml BSA]， 40.0ユニットの T4
DNA ligase及び2μMアダプター lもしくは 2Rを加えた10.μlの反花、液を作成し， 160Cで一晩
のライゲーション反応を行った.その後1μiのEDTA/グリコーゲン溶液を加えることでライ
ゲ ション反応、を停止し， 720Cで5分間加熱することで酵素を不活性化した.
4事 2 ハイブリダイゼーション
Rsa 1で消化したドライパ-cDNA，ハイブリダイゼーションパップアー及びアダプタ-1 
結合テスター cDNAもしくはアダプター 2R結合テスター cDNAを含む反応液を各々作成し，
980Cで90秒間熱変性した後， 680Cで8時間のハイブリダイゼーション反応を行うことにより，
特異的に発現する塩基配列を濃縮した.吏に，これら 2種類のサンプルを混合し，ハイブ1)夕、
イゼーションバッファーに溶解した熱変性済みドライパ-cDNAを加え， 680Cで一晩のハイ
ブリダイゼーションを行うことにより，特異的に発現する塩基配列を濃縮した.200μlの希釈
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バッファーを加えた後， 680Cで7分間加熱して得られた cDNA溶液に， PCR反応バッファー
[40mMトl}シン 水酸化カリウム (pH9.2)， 15mM酢駿カリウム， 35mM酢酸マグネシウム，
3.75μg/ml BSA， 0.005% Tween同20，0.005% Nonidet-P40J， 0.2n岱-1dNTPs， O.4J.LM PCRプ
ライマ-1及び、AdvantgecDNA polymerase mix (CLONTECH杜)を加えた25μlの反応液を
作成し 1回目のPCR反応、を行った.その後，得られた PCR反応溶液を 1/10に希釈し，nested 
PCRプライマー 1及び2Rを用いて 2毘目の PCR反応を行い サブトラクション済み cDNA
を得た.
5墨 cDNAのクローニング
サブトラクション済みcDNAをpGEM-TEasy Vector (Promega社)にライゲーションし，大
腸薦 (XLlO“Gold， ST孔<¥TAGENE社)に導入した11) これを40μg/mlのX時Gal，50.μg/mlの
カルペニシリン及び1mMのIPTGを含むLB寒天培地上で37"Cにて一暁培養し，白色を呈し
たコロニーの一部を田収して， M13乞0，RV-Pプライマー及びFastStartTaq DNA polymerase 
(Roche社)を用いたコロニ-PCRを行い，インサートを含むクローンを選択した.目的の
プラスミドを保持すると考えられた菌を50μg/mlのカルペニシリンを含むLB液体培地中に
接種し， 37"Cにて…晩培養した後，プラスミドを抽出した.これを EcoR1を用いて消化する
ことにより，組み込まれた断片の大きさの確認を行った.またシークヱンス解析に用いるプラ
スミドは FlexiPrepkit (Amersham Phmmacia Biotech社)を用いて精製した.
6舗シークエンス解析
シークエンス反応は， Big Dye Termination kit (Applied Biosyst巴ms社)を用いて行った.反
応は10μlスケールで行い， 200ngのプラスミドを鋳恕として M13-20または RV-Pプライマー
を用いて， 950Cで30秒を I囲，その後950Cで30秒， 600Cで4分の温度サイクルを30回繰り返し
た.その後，反応液に等量の減菌;1(， 1/10量の 3M酢酸カリウム及び2.51音量のエタノール
を加え 800Cに15分間置いた後， 40Cで、15000rpmにて15分間の遠心分離を行うことで反略産
物を精製した.沈殻を70%エタノールで洗浄した後， 15μlのテンプレート調整試薬に融解し，
95
0
Cで5分間加熱した後氷上で急冷し， ABI PRISM 310 Genetic Analyzerを用いて塩基配列の
解析を行った.得られた塩基配列は， BLAST (Basic Local Alignment Se紅chTool)プログラム12)
を用いて GenBankデータベースに登録されている全配列との相向性の有無を検索した.また，
GenBankデータベースの;塩基配列と相向性が認められなかったものは， BTN (Bioinformatics 
Technology Network)のイネゲノムデータベースについて相向性検索を行い，相同性を示した
近傍のゲノム配列を用いて再度相向性検索を行った.
7. RNAプ口一ブの作成
cDNA断片をクローニングしたプラスミドを鋳型として M13♂20及びRV-Pプライマーを用
いた PCR反応を行い， T7及びSP6プロモーターを含む cDNA断片を増幅した.目的の DNA
断片は1.5%アガロースゲルを用いて分離した後， QIAEX I gel extraction kit (QIAGEN社)を
用いて屈13(した.盟収した DNA新片は， 0.5%のSDS及び20μg/mlのプロテアーゼKを加
えた後， 500Cで2時間のインキュベートを行い，ブエノール・クロロホルム抽出を 2回繰り返
すことでプロテアーゼを除去した.得られた水層に 1/10量の 3M酢酸ナトリウム及び1.51音
量のイソプロパノールを加え，遠心分離を行った後，沈殿を10μ1の滅菌水に融解した.これ
らを鋳型として T7及びSP6 RNA polymerase及びDIGもしくは BiotinRNA labeling mix 
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(Roche社)を用いて各々のクローンに対応するアンチセンス RNAプロープを作成した.
8梼ノーザンブ口ット分析
20μgのtotalRNAをRNA試料緩衝液に融解し， 650Cで10分間熱変性を行った後，氷上で急
冷したサンプルを20mMMOPS， 5 mM酢酸ナトリウム， 1mM EDTA及び5%ホルムアルデ
ヒドを含む1.2%アガロースゲル中で電気泳動した.分離した RNAを20XSSCバッファー [3
M塩化ナトリウム， 0.3M酢酸ナトリウム]を用いてバイオダイン・プラスメンブレン (PALL
社)に転写し， uvクロスリンカー (AmershamPharmacia社)を用いて鹿定した.このメンブ
レンを，高 SDS濃度ハイブリダイゼーションパップァー [50%脱イオン化ホルムアミド 5
XSSC， 7 % SDS， 2 %ブロッキング試薬， 50mM 1)ン酸ナトリウムパップアー (pH7.0)， 
0.1 % N-ラウロイルサルコシン]中で 650Cにて 5時間のプレハイブリダイゼーション反応
を行った後， RNAプローブを添加し，更に-晩のハイブリダイゼーション反応を行った.こ
れ以降の操作については，前述のサザンプロット分析と同様に行った1ぺ
結果と考察
仁ジベレリン処理されたイネ芽生えの伸長
イネ芽生えの伸長にジベレリン (GA3) がどのような影響を与えるのかを明らかにすること
を目的として， GA3処理区及び、非処理区より 10本のイネ芽生えを任意に抽出し，その地上部の
長さを経時的に測定した.その結果，処理開始時点では約5.5mmで、あった芽生えの長さは， 72
時間後に GA3処理包で、は53.8mm，非処理区では4.4mm伸長した。この様に非処理夜ではわずか
な伸長しか認められなかったのに対して，
GA3処理区で、は約12倍の伸長を示すこと
が明らかになった(図 1) .更に， GA3 
処理!互のイネ芽生えに生じた急激な伸長
は，12時問臼を境に引き起こされること
も明らかになつた(図 1)λ.このような
急
による縮胞数の士増普加とi液夜胞の月肥E大による
紹胞容積の増加が必必、要でで、あり，そのため
の物理的変化は，これらの反応に先だっ
て生じていると考えられることから，
GA3処理による遺伝子発現の変化は，急
激な伸長が引き起こされる12時間目以前
から長じているものと予想された.
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Figure 1. 記長fectof GA3-trea出lenton elongating rice sedlings 
Values are meansことSEfor 10 tested plants. 
2.ジベレリン誘導遺信子の検索
GA3処理により伸長が誘導されているイネ芽生え組織において，発現量が変化する遺伝子を
単離するため，GAJ処理後18時間自の試料及びGAl非処理医の試料から抽出した RNAを用い
たPCR-サブトラクションを行った. 2回のハイブリダイゼーション反応により選択された
cDNA断片を pGEM-TEasyベクターにクローニングし，マルチクローニングサイトのタト側に
結合するプライマーセットを用いた PCR反忠により cDNA迷Ir片の長さを確認した.その結果，
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Table 1. List of clon巴dcDNA fragments in this exp巴nment.
Clone No. Accession No Gene products (Species name) 
Nl AP003277 UnknoWll protein (0，ツzasatiνα) 
N2 AC092697 PUlative peroxidase (OrYza sαtiva) 
N3 BF430568 Unknown protein (OI)'Zαsatiνα) 
Pl APO∞615 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Oryza satiνα) 
P2 AC091123 Putative touris type MITE elel1ent (0円初 日 tl叩)
P3 D00643 Small subunit of ribulose-l.5四bisphosphatecarboxylase (0ηza sati¥'a) 
P4 AF010321 Photosystel1 1 antenna protein (01ツzasativa) 
P5 AP003852 Mannose-hinding lectin (Oryza sativa) 
P6 AP003279 Unknown protein (Oryza sativa) 
P7 M1l585 25S ribosol1al RNA (Oryza sativa) 
P8 BG835924 Unknown protein (Zea mays) 
P9 D47099 Unknown protein (Oryza sativa) 
PI0 AF052503 S叩phase-specificribosol1al prolein (Of)'za sativa) 
Pll D29711 High mobility group protein (Ol)'::.a sαtiva) 
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N and P series are obtained from negative and positive subtraction experiments， respectively. 
異なる長さの cDNAI祈片を含む14個の候補クローンが得られた.そこで，これらの候補クロー
ンすべてについてシークエンス解析を行い塩基配列の決定を行うとともに， BLASTプログラ
ムを用いて GenBanl，正データベースに登録されている塩基配列に対する相向性の検索を行った.
また， G巴nBankデータベース配列に対する相同性が認められなかったクローンについては，
一旦， BTNからリリースされているイネゲノムデータベースについて相向性検索を行い，梧
舟i空が認められた配列とその近母のゲノム塩碁配列を用いて再度相向性の検索を行った.その
結果，表 1に示す通り， 141凶中 91回が既知の産物をコードする遺伝子二と相向性を持つことが明
らかになった.このうち13倒の遺伝子はイネ由来の遺伝子に対して相向性を示しており， 11Jt!1 
の遺伝子は同じくイネ科の植物であるトウモロコシ由来の遺伝子に相向性を示していた.また，
5儲については機能が明らかになっていないタンパク質をコードする遺伝子であった.
3.ノーザンブロットによる発現解析
PCR-サブトラクションにより得られた候補クローンの発現が， GA3処理により伸長が誘導
されたイネ芽生えにおいてどのように変化するのかを明らかにするため，全ての候補クローン
に対する RNAブロ}ブを作成し， GA，処理宜前，処理後6，12， 18及び24時間自のイネ芽生
えより抽出した町呼Aを用いたノーザ、ンプロット分析を行った(データは示さず).その結果，
発現量に変化が認められたものが4クローン，変化が認められなかったものが7クロー ン，
くシグナルが検出されなかったものが3クローンであった(表1).シグナルが検出されなかっ
たクローンは，発現量が板めて低いためにノーザ、ンプロット分析では検出できなかったものと
考えられる.次に，発現に変化が認められた N3， P 3， P 4， PlOの 4クローンについて，更
に詳細な発現パターンを解析するために， GA3処理産前，処理後 2，4， 6， 8， 12， 24， 48 
及び72時間日のイネ芽生えより抽出した RNAを用いて再度ノーザンプロット分析を行った
(凶2).その結果，各々のクローンで異なった発現パターンを示すことが明らかになった(ぼ1
2) .カルピン回路の早期の段階で働く静素である ribulose目lふbisphosphatecarboxylぉe小サブ
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+GA 副GA
Prob曹 <::)'C:'ず伎、<o'C:''o'C:'グヂ'!).'o'C:'ィヂ
113 噌 -1.0kb
1'3 噌 -1.2kb
1'4 噌 -1.0kb
1'10 ....-1.0kb 
EFぺα ....-1.6kb 
F符NA
鶴鵜轍鶴錦繍蟻轍灘輔轍鞠織麟錨韓鱒鱒麟鶴轍灘纏鱒轍錦繍轍 苦手
Figure 2. Analysis of subtr乱ctedgene巴xp陀ssionpatterns on GA3-treated (+) or non-treated (一)1おeseedlings 
The blot was hybridized with DIG-labeled probe indicated the left. Hybridization of rice elongation factor 1-α(EF 1-α) 
and ethidium bromide-stained ribosomal RNA was used as乱control
。 2 4 告 自 12 24 
τim睦晶杭erGA3 application (1) 
Fig日間 3. MorphologicaJ analysis 01" GAl-treated rice seedlings 
48 72 
Pictures of GA，-tr巴atedrice seedlings at various time points. The alTOWS indicat巴light-gr官encolored region. Bar = 10mm 
ユニットと相同性を示した P3及び光合成の光反応、中心を励起するために必要とされる an由
紀nnaタンパク質と相向性を示した P4の発現量は，ジベレリン処理後48時間日以降に顕著な
増加が認められた(図 2).これはジベレリン処理を行ったイネ芽生えの伸長反応(図 1)と
比較すると，かなり遅い反定、であると考えられ，どちらかというと伸長反応に伴う二次的な反
応ではないかと考えられた.この時期のイネ芽生えの形態を観察すると，急激な伸長により生
じた淡緑色の節間部が緑化する時期と…致していることから(国3んこれらの 2クローンの
発現量の増加は，ジベレリン処理を行ったイネ芽生えの緑化反応に関連したものであることが
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示唆された.また，光合成関連遺伝子である P3，P4は，ジベレ 1)ンによる急、j敢な伸長の際
に必要となるエネルギ一生成に関与している可能性も考えられた.
これに対して， s期特異的リボゾーマルタンパク質に相向性を示したPlOの発現最は，ジベ
レリン処理後2時間目から上昇が始まり 12時開日以降には発現量の減少が認められた(関2). 
これは今回得られた地のクローンの発現と比較して最も早い反応であり， PlO遺伝子産物が細
胞周期の S期，すなわち DNA合成時期に特異的に発現するタンパク質であることから，少な
くともジベレリン処理後2時間以内に細胞分裂の活性化が百|き起こされることが明らかになっ
た.この結果は，以前に vander Knaapらによって浮きイネの研究で報告された，同じく S期
特異的な発現を示す HistoneH 3遺伝子のジベレリンによる誘導パターン出と比較すると若干
早い反感ではあるが，今回の実験条件では，録性イネ品種で、ある短銀坊主に更にウニコナゾー
ル処理を行いイネの内生ジベレリンレベルを低下させた後で， 300μMという高濃度の GA3処
理を行ったため，急激な反}之、が誘導された可能性がある.また最近，浮きイネから単離された
転写調節因子である Os-GRF1の発現は，このような細胞分裂マーカー遺伝子の発現に先立っ
て誘導されるとの報告白)もあることから，今後は本研究で見いだしたマーカー遺伝子とこれら
の遺伝子の発現パターンを，m sztuハイブ1)ダイゼーション等の組織特異的な解析法を用いて，
更に詳縮に時間的・空間的な検討を行い ジベレ 1)ンによる伸長反応、初期に発現する分子マー
カーを確立したいと考えている.
摘 要
植物の背丈は，イネをはじめとする穀物の生産性に関わる重要な形質の一つである.植物ホ
ルモンのイ重であるジベレ 1)ン鎖 (GAs)は，細胞の分裂と伸長を促進することにより，植物
の背丈に関与する最も効果的な成長調節因子として働いている.ジベレリン類の中間体とその
代謝経路については詳細な研究が行われているが，細抱に存在する受容体や細胞内情報伝達経
路の詳細については未だ完全に明らかにされているとは言えない.本研究において，我々はジ
ベレリン'情報伝達経路に関連する遺伝子の同定を目的として， GA3処理を行ったイネ芽生えを
材料としたサブトラクションを行い ジベレリンによって発現が制御される候補遺伝子の探索
を行った.最初に，PCRー サブトラクションにより 14クローンが得られた.これらのクローン
の発現パターンをノーザンプロット分析により調査したところ，最終的に 4つのクローンで
発現の上昇が認められたが，各々のクローンでは異なる発現パターンを示すことが明らかに
なった.発現の t昇が認められたクローンのーつである PlOは， s期特:異的リボゾーマルタン
パク質をコードしており，最も早い反応、時間を示した.この結果から， GA3処理によってイネ
芽生えで引き起こされる細胞分裂‘は処理後2時間以内に活性化されていることが明らかとなっ
た.
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